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1.背景
極限環境微生物である好アルカリ性細菌はpHIOの高アルカリ性環境下で活発に増殖し､-一般
に生育にはNa剣を要求する[1]･微生物の多くは生命活動を行うために必要なエネルギーをI-r駆動
力から得ているが、高アルカリ性環境下では中性環境下に比べてH膿度が非常に低いため､H'
を共役イオンとして使用することは困難である｡そこで好アルカリ性細菌は、H非の代わりにNa等を共
役イオンとして用いて栄養素の輸送やべん毛の回転を行っている。また､好アルカリ性細菌の細胞
内は高アルカリ性環境下においても中性から弱アルカリ性に保たれており、これは主に細胞膜に
存在するNaチャネルやNa+/Hアンチポーターの侭Iきによるものと考えられている｡このように好ア
ルカリ性細菌にとってNaサイクルは非常に重要で友)り､NaチャネルはそのサイクルにおいてNa+
の再取り込み系として働くと考えられている[2]･
好アルカリ性細菌助cﾉ加叩“"伽甜加"sOF4株において､電位駆勤型NaチャネルNavBPを欠
損させると､高アルカリ性環境での細胞内pH調節能が低下し、さらにタンブリングの頻度が上昇し、
走化性において誘引物質や忌避物質に対して野生株と反対の反応を示すことが報告されている
[3]。しかし電位駆動型Naチャネルと運動性､走化性との関係はまったく解明されていない。
近年発見された微生物の電位駆動型イオンチャネルは､哺乳類のイオンチャネルと相同性が高
く、結晶構造解析が困難な哺乳類のイオンチャネルに代わって結晶化されている[4]･イオンチャネ
ルはさまざまな薬のターゲットとなっており、細菌のイオンチャネルの研究は創薬分野からも非常に
期待されている。
2.本研究の目的
本研究では､好アルカリ性細菌Bac/Z/IJspse[/(れう加"sOF4株の電位駆動型Naチャネル欠損に
よって生じる走化性異常の分子機構の解明を目的とした｡この機構を解明することで､好アルカリ
性細菌のNa鮨サイクルと運動性､走化性の関係の理解が進む(と共に､まだ不明な点の多い微生物
の電位駆動型イオンチャネルの開閉機構も明らかになるのではないかと期待された。
好アルカリ性細菌のNa聖サイクルと運動性､走化性の関係について調べるために､まず好アルカ
リ性細菌〃c"/"s｣Dselﾉ吻勿加{ﾉsOF4株の運動特'|生およびべん毛形成の解析を行った｡同時に以
前取得していた軟寒天培地での運動性向上株(811M-M株）と野生株(811M株)との比鮫も行っ
た。
次にOF4株の電位駆動型Naチャネル欠損によって生じる走化性の異常がどのような分子･機構
よって起こるのか解明することを目的として研究を行った。
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3.実験方法と結果
好アルカリ性細菌肋c/〃ﾀ畑/bd"〃"sC…125株(以下C-125株)ではpH依存性のべん毛形成、
フラジェリン発現が報告されている[5]。そこで、OF4株の野生株(811M株)と運動性向上株
(811M--M株)のべん毛の形成およびフラジェリンの発現と培養pHとの関係について調べるため、
様々なpH(Na濃度は230mMで一定)で培養した各株のべん毛染色、およびウエスタンプロットによ
るフラジェリンの発現量の比較を行った(図1)。どちうの株においてもべん毛形成とフラジェリン蛋
白質の発現は培養pHによらずほぼ一定であった｡培養pH7.5～10.3において野生株は1本程度、
運動性向上株は2～3本程度の周べん毛が観察された｡また各株の細胞外フラジェリン量を比較し
たところ､運動性向上株のフラジェリン量は野生株の約3．9倍であった｡OF4株もC-125株も中性
pH環境下では運動性が低く、C-125株ではべん毛の非形成がその原因と考えられているが､OF4
株ではその生育下限pHであるpH7.5でもべん毛が観察され､その他の原因が考えられた。
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図l.好アルカリ性細菌的cIMﾉざ例eU伽耐加usOF'i各株のべん毛形成･フラジェリン蛋白質の発
現と培養pHとの関係｡上に菌株名、下に培養pHを示した｡上段:べん毛染色の顕微鏡写真｡バ
ーは5"mを示す｡下段:抗フラジェリン抗体を用いたウエスタンブロヅテイングの結果。
次にOF4株の様々なpH,Na'濃度､粘性条件下における通勤性の解析を行った｡アルカリ複合
培地(pH10,Na濃度230mM)で培養した○F4各株の細胞を集菌し､さまざまな条件の培地に岬懸
濁して暗視野顕微鏡観察により遊泳速度を測定した(図2､図3)｡また､軟寒天培地でのコロニー
の直径から軟寒天培地での運動性の解析も行った(図4)･
アルカリ複合培地で培養した野生株は､10mMNa今より低いNa+を含むpH8以下の液体培地中で
は運動性を示さなかった。しかし､高Na濃度の培地ではpH7でも運動性が観察された｡pH8から
pHllにおける遊泳速度は､Na濃度230mMまではNa濃度の対数的増加に伴い直線的に増加し
た。また､pH7ではNa糖度23()mM以上でも(少なくとも560mMまでは)遊泳速度が増加した"野生
株の最適遊泳速度は､pHl0,Nざ濃度230mMであった｡運動性向上株の運動性は､通常の液体
培地中では野生株とそれほど変わらなかったが､PVPなどの増粘性物質を含む液体培地や寒天
濃度0.3%のアルカリ性軟寒天培地上では野生株よりも明らかに高い逓動性を示した｡また､テザー
|､法により､べん毛をガラスに固定し､野生株と邇動性向上株のべん毛モーターのトルクを観察した
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ところ､差は見られなかった。これらの結果から運動性向上株における運動性の向上の原因はべ
ん毛の本数の増加によるものであると考えられた。
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図2．好アルカリ性細菌Mc/肋s価eα仇)〃沈"sOf､4各株の液体培地での運動性とpH、Na{濃度
の関係〕縦軸に遊泳速度("m/sec)､横軸にNa濃度(mM)を示した｡pHとNa濃度は培地に添加
するNaCI､Na2CO3､KCl､K2CO3の割合を変えて調製した｡灰色丸(鋤)は野生株(811M株)､黒三
角(▲)は運動性向上株(811M-M株)の遊泳速度を示す。
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図3．好アルカリ性細菌βacﾉ肋GF""""t)伽""SOI44各株の液体璃地での還動性と培地粘性の関係。
縦軸に遊泳速度(um/sec)､横軸にPVP濃度(%)を示した｡培地の粘性はPVP(poIWinylpyrrolidone)
の添加により調製した｡灰色丸(▲)は野生株(811M株)､黒三角(血)は運動性向上株(811M-M株）
の遊泳速度を示す。
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図4．好アルカリ性細菌的c/Z/"spse[ﾉ伽励加"sOF4各株の執寒天培地での運動性とpH､Na濃度
V▼
の関係。縦軸に軟寒天培地上でのコロニーの直径(Inm)、横軸にNa濃度(mM)を示した｡灰色丸
(●)は野生株(811M株)､黒三角(▲)は運動性向上|朱(811M-M株)の軟寒天培地上でのコロニー
直径を示す。
○F4株のべん毛形成と運動特性が明らかになったので､次に電位駆動型Naチャネルと走化’性
の関係を調べた｡OF'1株において電位駆動型NaチャネルNavBPが欠損すると走化性の異常が
起こることから､NavBPと走化性に関与するタンパク質のどれかが相互作用している可能性が考え
られた｡そこで数多くある走化性タンパク質のうち､桿菌細胞の極に局在しクラスター化することが
知られている膜貫通型走化性レセプター(MCP)が[6]、NavBPと相互作用するのではないかという
仮説を立てた｡まず､枯草菌(B.@"加〃:3)の抗McpB抗体を用いてOF4株のMCpが検出できるか
どうかウエスタンブロッテイングにより確認した(図5)。枯草菌の抗McpB抗体を用いて．好アルカリ性
細菌Mc"ﾙざpse"(加加7"sOF4株のMCPの－－つを特異的に検出できることがわかった｡この○F4
株の推定上のMCPをMcpXとした。
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図5．抗McpB抗体を用いたウエスタンプロッテイングによる好アルカリ性細菌駒c肋A，
p@S'e【ﾉ伽/伽ﾌ"sOF4各株McpXの検出。上に菌株名を示した｡矢E|jは枯草菌のMcpBの位置を示
す(用いた抗McI)B抗体は枯草菌のMcpA､McpBを検出する抗体である)。
次に抗NavBP抗体とこの抗McpB抗体を用いて免疫蛍光染色を行い､蛍光顕微鏡観察により
NavBPとMcpXの細胞内局在を調べた(図6)｡
免疫蛍光染色の結果､野生株(811M株)ではMcI)XだけではなくNavBPも極に局在し､これら
は細胞の極で共局在していることがわかった｡これらの位置はべん毛の位置とは関係がなかった
(図l)｡また､NavBP欠損株(SC34株)では､McpXの発現量はほぼ変わらないものの(図5)､その局
在性は低下していた(図6)｡このようなMcpXの脱局在化は､染色体上にNavBPをコー ドーする遺伝
子を戻した株(SC34-R株)では元に戻った.これらの結果よりNavBP欠損株の走化性異常はMcpX
の脱局在化が寄与している可能性が示唆された。
大腸菌では､MCPとともに複合体を形成している走化性タンパク質CheA､CheWがないとMCP
の極への局在性が低下することが知られている[6]。そこで、○F4株のcf7e44W破壊株
(811M-cheAW株)を構築し、N側v剛〕とMcpXの細胞内局在を調べた(図6)｡cl7eAW破壊株
(811M-cheAW株)ではMcpXの局在性だけではなく、NavBPの局在性も低下していた｡以上の結
ー ー
果から､NavBPとMcpXは極へ局在性において相互に依存していることが示唆された。
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図6．免疫蛍光染色による好アルカリ性細菌仇c/肋sp,ﾂGMbmm"'，OF4各株のNavBPとMcpX
の細胞内局在の観察｡"Overlay''はNavBPとMcpXの画像の重ね合わせ､バー は5〃mを示す。
次に､生細胞内でのNavBPの細胞内局在を観察するため､NavBP-CFPを発現するブﾗｽﾐドを
構築し､NavBP欠損株(SC34株)に形質転換し､その局在を確認した(図7)｡
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図7，好アルカリ性細菌
察｡NavBP欠損株(SC34
一
脚c""pseWb/7肋【"OF4株のにおけるNavBP-CFPの細胞内局在の観
株)にNavBP-CFPを発現するプラスミドpSC-CFP(A)またはCFPを発現
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するプラスミドpCFP(B)を形質転換し､蛍光顕微鏡で観察した｡バーは5ﾉ』mを示す
NavBP--CFPは細胞の極に局在した｡CFPのみを発現させた場合にはこのような局在は観察され
なかった｡抗CFP抗体を用いたウエスタンブロッテイングにより、NavBP-CFPは膜画分に、CFPは
細胞内画分に発現していることを確認した｡またNav3P-CFPを発現するプラスミドはNavBP欠損
株(SC34株)における運動性､走化性異常を相補するが､CFPのみを発現するプラスミドは相補し
ないことを確認した(データは示していない)．これらの結果からNavBP-CFPは機能的であり、
NavBPが極に局在することが強く示唆された。
4.結論
好アルカリ性細菌Bac"/t/spse"db励加"sOF4株の中性環境での運動性が低下する理由は､べ
ん毛の発現が抑制されるからではなく、中性環境下ではNa+駆動型のべん毛モーーターがH』により
競合阻害を受けているという可能性や、中性環境下における電気化学的ポテンシャルの低さが影
響している可能性が考えられた｡一般に､pH7付近まで生育が可能な好アルカリ性細菌は､生育
においてアルカリ性よりも中性環境下でより多くのNaを要求する性質があり[1]､べん毛モーターに
おいても同様なのではないかと示唆された。運動性向上株の高粘性液体培地やアルカリ性軟寒
天培地上での運動性の向上には､べん毛の本数の増加により複数のべん毛が束になった構造を
形成したことが起因していると考えられた。
また､NavBPとMcpXが細胞の極で共局在していること､NavBP欠損株の走化性異常はMcpX
の脱局在化が寄与している可能性が示唆された｡桿菌においてMCPは細胞の極に局在化するこ
とが知られているが、膜電位駆動型チャネルが極に局在しているという報告例はこれまでになく、
新規性の高い発見である。これらは共局在していることから相互作用している可能性があり、好ア
ルカリ性細菌だけでなくイオンチャネルの研究においても興味深い結果であると考えられた．
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